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Synergistic Action of Angiotensin II and Transmural Pressure on Expressions of Adhesion Molecules in 
Cultured Rat Mesangial Cells
Mitsuru Arai (Department of Nephrology, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 350 -0495, Japan)
Objective: Mesangial cell dysfunction is produced in response to various stimuli. The role of both physical factors 
and humoral mediators in mesangial cell have been investigated, however, there are few studies examining the 
synergistic action of these factors. In the present study, to investigate the role adhesion molecules in the regulation 
of cellular function, we assessed the effect of pressure and angiotensin II in the production of endotelin -1 (ET -1) 
and nitric oxide (NO) from cultured rat mesangial cells (RMC). Furthermore, the effect of antisense of E - selectin 
in the production of ET -1 and NOx in cultured RMC were examined. Design and Methods: Rat mesangial cells 
were harvested from Sprague Dawly(SD)rats. Rat mesangial cells were plated onto 75 - cm2 flasks. A pressure 
loading apparatus was set up by using compresses He gas. Transmural pressure (0, 50, 100 or 200 mmHg) was 
applied for 24 hours with angiotensin II (10－6, 10－7 and 10－8 M). Every 6 hours, cultured media was collected 
for measurements of ET -1 and NOx. The expression of ecNOS -mRNA was measured by using RT -PCR. The 
expression of adhesion molecules (integrin α5β1, VCAM1, E - selectin) in the cultured RCM were examined by 
using immunofluorescens method. The antisense of E - selection was added in the cultured RMC and measured 
the expression of ET -1 and NOx. Then angiotensin type I receptor blocker (CS866) was added onto cultured 
media. Results: Either transmural pressure or angiotensin II alone did not induce any significant changes in 
ET -1 concentration and expression of adhesion molecules. The expression of E - selectin appeared in RCM in 
accordance with the levels of transmural pressure and the concentrations of angiotensin II. Combined treatment 
with transmural pressure and angiotensin II produced a marked elevation of ET -1 and reduction of expression of 
ecNOS -mRNA. Administration of antisense of E - selection in RCM induced the reduction of ET -1 accompanied 
with the suppression of the expression of E - selection. However there was no significant change in the expression of 
ecNOS-mRNA. Incubation with CS866 in RMC, adhesion molecule of E - selectin disappeared accompanied with the 
reduction of ET -1. Conclusions: In conclusion, synergistic action of transmural pressure and renin - angiotensin 
system may induce the expression of adhesion molecule E - selection accompanied with the increase of ET -1 and 
reduction of NO in the cultured RMC. These findings suggest that RMC can produce E - selection in response to 
synergistic action of intraglomerular pressure and angiotensin II and resulted in nephrosclerosis. E - selection plays 
an important role in the regulation of the production of ET -1 in cultured media. On the contrary, NO production 
was not related to the expression of E - selection. 
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　100 -150 gの雄性 Sprague Dawly（SD）ラット 30匹
の腎臓からメサンジウム細胞（Rat mesangium cells，
以下 RMCと略す）を単離し継代培養を行った．3 -5継
代の RMCを圧力釜（Fig. 1）での加圧下（0, 50, 100, 200 
mmHg）に以下の実験を行った．まず RMCにおける接
着因子の発現の，Angiotensin II（Sigma Co., St. Louis, 
USA）の濃度ならびに時間による変化を明らかにする
目的で，RMCに対して Angiotensin II（10－6, 10－7, 10－8 
M）を添加し 24時間培養した．6，12，および 24時間後
に各培養条件下の RMCでの接着因子 endothelium（E）




さらに培養 12時間における RMC中の ecNOS-mRNA
の発現を半定量の Reverse Transcription -Polymerase 
Chain Reaction（以下 RT-PCRと略す）法を用いて測定
した．
　次いで RMCに対して Angiotensin II（10－6 M）を




おける培養液上清中の endothelin -1（ET-1）と NOxの
濃度の測定，ecNOS-mRNAの発現を半定量 RT-PCR
法を用いて測定した．
　さらに RMCに対して Angiotensin II（10－6）を添加す





　なお今回の Angiotensin Type I受容体拮抗薬なら
びに E-selectinに対する antisenseの投与実験に関し
ては，RMCにおける E-selectinの発現が最も良好で








IV collagenase（Sigma Co., St. Louis, USA）で 37℃，30
分消化して上皮細胞を除去した．このようにして得ら
れた RMCをウシの皮膚由来 I型コラーゲン（Collagen 
Corporation, Palo Alto, USA）でコーテイングされた 24
枚の well tissue culture plate上に播種し，5％ CO2加空
気下，37℃の条件下で継代維持し，3-5継代の培養細
胞を実験に用いた．RMCの培養液は，ITS（5 ml/ml
の transferrin，5 mg/mlの bovine insulinと 5 ng/mlの
selenous acid）（Cosmo Bio，東京，日本），2 mM/lの
L-glutamine（Cosmo Bio，東京，日本），100 U/mlの
penicillin，100 mg/mlの streptomycin，ならびに不活化
fetal bovine serumを添加し 20％濃度に調節した 500 
mlの RPMI1640（大阪大学微生物研究所，大阪，日本）
を使用した．実験終了時に 24枚のプレートを Hanks’ 
solutionで洗浄した後，RMCを 1％ trypsin-EDTAによ


























ングの 24枚の well plateを並べて，ふたをかぶせた
後に，ゴム製のキャップで完全密閉した．ヘリウムガ
スで加圧（0，50，100，200 mmHg）し 3，6，12，24時間目
に開放した．RMC は種々の薬剤を含む 1 mlの無血清
培養液中に入れて，種々の加圧状態に設定した圧力釜
内においた．実験終了時に細胞数を計測し，さらに細





より検討した．E-selectin の一次抗体は monoclonal 
ELAM-1 （Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule -1, 
Genzyme Co., MA, USA）を用いた．1％ BSA/PBSで
終濃度 1μg/ml（1000倍希釈）とし 20℃で 2時間反応
させた．VCAM-1についてはmonoclonal anti VCAM-1
（Genzyme Co., MA, USA）を用い，1％ BSA/PBS（Bovine 
Serum Albumin/Phosphate Buffer Solution）で終濃度 1
μg/ml（1000倍希釈）とし 20℃で 2時間反応させた．
さらに Integrinα5β1に対する抗体として polyclonal 
anti Integrinα5（Santa Cruz Biotec. Inc., CA, USA）
を使用し，1％ BSA/PBSで終濃度 1μg/ml（1000倍
希釈）とし室温で 2時間反応させた．2次抗体は 1％




れぞれ PBSで 50倍希釈した Avidin-Biotin-HRPで遮
光し 30分間インキュベートした．Diaminobenzidine 
（DAB） solutionで染色したのち，7.4％ formaldehyde
で 20分間固定し，4％ methyl greenで核染した．接
着因子の免疫組織染色の評価方法としては顕微鏡画
像を computerに取り込み，画像処理ソフト（Mac 
SCOPE, Ver. 2.5, Mitani Corp., Fukui, Japan）を用いて
定量化した．各培養メサンジウム細胞ごとに定量化し
てまったく染まっていない細胞を 0点，非常に強く染
Fig. 1. Schema of an iron flask for pressure loading 
apparatus.
Fig. 2. Illustration of system of pressure loading apparatus. 
The f lask was t ightly sealed with a r ubber cap and 
compressed heloin (He) gas. The rubber cap was pierced by 
a needle connected to tubing attached to a three -way rotary 
valve, a shyngmonometer and a pressure valve. 
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度 は sandwich -enzyme immunoassay kit（IBL 17121, 
Immuno Bio Laboratory）を用いて測定した．今回
用いた測定においてエンドセリンの測定の intra-assay 








Nitrite/nitrate の intra - assay coefficient of variation は
4.3％，一方 inter - assay coefficient of variationは 8.6％
であった．
RMCからの RNAの抽出





















GeneAmp PCR system 9600 （Perkin -Elmer, Inc, MA, 
USA）を用いて行う．
　DEPC処理水に溶かした RNAの DNaseI処理を
行う．DNase I 10×Buffer，DNase I amplification Grade
（GIBCO BRL. GRAND Island, NY, USA）を加えて全量
で 10μlを 37℃で 15分間加温し，次に，それに EDTA 
1μl加え，さらに 70℃，15分間加温し，DNase I の
反応を停止する．これに Oligo（dT）primer（GIBCO 
BRL. GRAND Island, NY, USA） 3μl，5×first Buffer 
6μl， DTT  3μl，dNTP mixture（TAKARA， 東京） 
6μl，逆転写酵素である Super script II（GIBCO BRL. 
GRAND Island, NY, USA）0.7μlを加え，42℃，60分で
保温し，RT反応をさせる．この cDNA 1μlに DEPC
処 理 水 32.5μl，DMSO 5μl，10×PCR Buffer 5μl，
dNTP mixture 4μl，Forward  Primer（ 以 下 Fw と
略す）1μl，Reverse Primer（以下 Rvと略す） 1μl，
rTaq polymerase（TAKARA，東京） 0.5μl を加えて 全
量で 50μlとし，これを 94℃で 5分，さらに 94℃で




















     Sequense: TTCCCCAGATGCACCTGTTT
     MRNA target site  5’ -UTR
E-selectin sense
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行った後，Scheffe’s Fテストを行った．また接着因子
発現量，ET-1，Nitrite/nitrateについては，One -way 




EPSON, Nagano, Japan）で取り込み，各 bandを NIH 
image（1.62, NIH Division of Computer Research and 
Technology, Bethesda, MD, USA）を用いて定量化
した．この測定値を内部コントロールである GAPDH












を認めた（Ang II 10－6 M，P＝200 mmHg：6 hr 1.8±0.2， 
12 hr 2.7±0.5， 24 hr 2.2±0.3）（Fig. 4）．この 12時間
目における E-selectinの発現に及ぼす Angiotensin II
ならびに加圧の影響を検討した．E-selectinの発現は，
AngiotensinIIの濃度依存性に増加を認めた（P＝ 200 
mmHg：10－8 M 1.3±0.2， 10－7 M 2.2±0.3， 10－6 M 2.7±
0.5）（Fig. 5）．さらにこの E-selectinの発現は，圧力
釜内の加圧に従い有意な増加を認めた（Ang II 10－6：50 
mmHg 0.7±0.2， 100 mmHg 1.2±0.3，200 mmHg 2.7±
0.5）（Fig. 5）．以上の結果，RMCにおける E-selectin
の発現が AngII 10－6 M，200 mmHgの加圧において最
も良好であったことからこの条件において以下の実験
を行った．
（2）物理的圧および Angiotensin IIによる ET-1の発
現変化
　RMC上清中の ET-1の濃度は Angiotensin II 10－6M
添加下，加圧 200 mmHg下において時間依存性に増加
を認めた（3 hr 24±12，6 hr 40±14，12 hr 68±18，24 hr 
Fig. 3. Expressions of E - selectin in cultured rat mesangial cells. E - selectin was expressed in cultured rat mesangial cells 
accordance with the levels of transmural pressure and the concentrations of angiotensin II.
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108±24 pg/ml/104cells）（Fig. 6）．また，この ETの発
現は Ang IIの非添加群（－）と比較して Ang II 10－6の
添加群（＋）では有意な増加を認めた（12 hr： Ang II (－ ) 
25±6，Ang II (＋) 68±18 pg/ml/104cells）（Fig. 7）．さ
らにこの ETの発現は加圧に伴い有意な増加を認めた
（Ang II (＋)，12 hr： P＝ 0 mmHg 26±10，P＝ 50 mmHg 
36±12，P＝ 100 mmHg 44±12，P＝ 200 mmHg 68±18 
pg/ml/104cells）（Fig. 8）．
(3) 物理的圧および Angiotensin IIによる NOxの発
現変化
　RMC上清中の Noxの産生量は Angiotensin IIの投
与に伴い有意に増加した（P＝0 mmHg，12 hr：Control 
162±46 vs. Ang II 10－6M 344±86 Nitrite/Nitrate 
pmol/104cells）（Fig. 9）．この Angiotensin II投与に伴
う NOxの産生増加は，加圧に伴い有意な産生の抑制
を認めた（Ang II 10－6M，12 hr：P＝0mmHg 344±86，P
＝50 mmHg 266±66，P＝100 mmHg 132±56，P＝200 
mmHg 74±26 Nitrite/Nitrate pmol/104cells）（Fig. 9）．








抑制を認めた（Ang II 10－6M，12 hr：P＝0 mmHg 1.44±
0.24，P＝50 mmHg 1.14±0.20，P＝100 mmHg 0.44±0.16，
Fig. 4. Time course changes in expressions of E - selectin 
in cultured mesangial cells. Red bars indicate 10 -8 M of 
angiotensin II. Green bars indicate 10 -7 M of angiotensin II. 
And Blue bars indicate 10 -6 M of angiotensin II. Values are 
means±SEM.. **P＜0.01 vs. Angiotensin II 10 -8 treated 
group. ＋ P＜0.05 ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same group.
Fig. 5.  E - selectin appeared in accordance with the 
concentrations of angiotensin II and the levels of transmural 
pressure in cultured rat mesangial cells. Red bars indicate 10-8 
M of angiotensin II. Green bars indicate 10-7 M of angiotensin 
II. And Blue bars indicate 10 -6 M of angiotensin II. Values 
are means±SEM.. **P＜0.01 vs. Angiotensin II 10-8 treated 
group. ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 in the same group. 
Fig. 6. T ime course changes in the concentration of 
Endothelin -1 in cultured rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same group.
Fig. 7.  Angiotensin II induced the elevation of the 
concentration of Endothelin -1 in cultured rat mesangial cells. 
Values are means±SEM.. **P＜0.01 vs. Control (Angiotensin 
II (−)) group. ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same group.
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P＝200 mmHg 0.28±0.08）（Fig. 10）．ecNOS -mRNA
に対する Angiotensin IIの影響を明らかにする目的
で Angiotensin II 10－6Mの添加下と非添加下における
産生量の比較を行った．Angiotensin IIの添加に伴い
ecNOS-mRNAの産生は有意に増加し，その増加は加
圧に伴い有意に抑制された．（P＝0 mmHg，12 hr：Ang 
II (－)0.48±0.14 vs. Ang II (＋) 1.50±0.24）（Fig. 11）．
(5) CS-866の添加に伴うET-1ならびにecNOSmRNA
の発現変化










Fig. 8.  Transmural pressure increased the levels of 
Endothelin -1 in cultured rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 mmHg in the same 
group.
Fig. 9. Transmural pressure decreased nitrire/nitrate 
oxidized products of nitric oxide in cultured rat mesangial 
cells. Values are means±SEM.. *P＜0.05, **P＜0.01 vs. 
Control (Angiotensin II (−)) group. ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 
0 mmHg in the same group.
Fig. 10. Transmural pressure decreased the expression of 
ecNOS -mRNA in cultured rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. ＋P＜0.05, ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 mmHg 
in the same group.
Fig. 11. CS866 induced decreased the levels of Endothelin -1 
in cultured rat mesangial cells. Values are means±SEM.. ＋P
＜0.05, ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 mmHg and Angiotensin II 
10-6 M group. #P＜0.05 vs. Pressure 0 mmHg and Angiotensin 
II (−) group.
8 荒井　充 Angiotensin ll と物理的圧の接着因子発現に及ぼす協調作用 - 培養メサンジウム細胞での検討 -
ジウウ細胞内へ E-selectinの antisenseを導入した後，
angiotensin IIと圧の影響についての検討を行った．培






は有意な低下を認めた（Ang II 10－6M，P＝200 mmHg：










































いる ecNOSを活性化して NOの産生を増加させる 15)．
また，内皮細胞にシェアストレスを作用させるとシェ
Fig. 14. Expression of ecNOS-mRNA in antisense and sense 
treated rat mesangial cells. Values are means±SEM.. 
Fig. 12. Time course changes in concentrations of 
Endothelin -1 in CS866 treated and CS866 untreated rat 
mesangial cells. Values are means±SEM.. **P＜0.01 vs. 
CS866 untreated group. ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same 
group.
Fig. 13. Expression in concentrations of Endothelin -1 in 
antisense and sense treated rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. **P＜0.01 vs. sense treated group.



























































































いる 34, 35)．特に Integrinは，細胞内シグナル伝達機構
である ERK（External Related Protein Kinaseや JNK
（N - terminal Jun Kinase）/ STAT（Signal Transducers 
and Activatiors of Transcription）を活性化して，細胞増
殖や分化，さらにアポトーシス等の細胞の機能発現に




とを報告した 38)．また近年 ERKと E-selectinの連関
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4） 培 養 細 胞 に お い て ecNOS-mRNA の 発 現 は，
Angiotensin IIの投与に伴い増加し，一方加圧に伴
い有意な抑制を認めた．
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